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La presents invention a pour cbjet I ' utilisation da 
polyrr.erss on de biopolyjneres pour la preparation d'un 
medicament pour le traiteraent de lesions de toutes origines 
affect ant le systems nerveux central ou peripharique en 
5 medecine humaine ou veterinaire. File est en outre relative a 
des compositions pharmaceutiques pour ce trai tement . 

La synrhese des polymeres CMDBS (dextranes substitues 
par des residus carboxyroethyle, benzyl amine et sulfonate) a 
ete decrite dans le brevet FR 2461724 ainai que dans le brevet 

10 US 4 740 594. Certains de ces polymeres miment I'heparine et 
peuvent etre utilises en tant que produits de remplacement de 
I'heparine du plasma, grace a leurs proprietes anticoagulants 
et anticomplensent. 

Pazmi i 'ensemble des polymeres CMDBS, certains de ces 

15 polymeres miffient une autre propriete de I'heparine qui 
consiste sn une stabilisation, une protection et une 
pctentialisation de I'activite biologique in vitro des 
facteurs de croissanee de la f ami lie FGF (Tardieu et coll , 
Journal of Cellular Physiology, 1992,150 Pages 194 a 203). 

20 Le brevet FR 2 644.066 decrit 1 ' utilisation de 

certains CMDBS associes aux FGF pour la cicatrisation de la 
peau et de la cornee. Des experiences ont ete realisees en 
provoquant une blessure cutanee a I'aide d*un emporte piece de 
6 mm de diametre chez le rat. Dans cet exemple, la CMDBS 

2S assccie au FGF 2 permet d'obtenir un effet net sur la vitasse 
et la quaiite de la reparation de la peau. 

Un autre biopolymere, le dextrane sulfate a egalement 
ete propose en association avec des FGF, comme st&bilisateur 
et protecteur, dans le brevet Japonais H'138S0. Le dextrane 

30 sulfate est par ailleurs largement utilise dans des pommades 
ou crepes cicatrisantes de la peau ainsi que dans des 
compositions de coilyre, mais n"a aucun effet rapporte a la 
connaissance du demandeur sur la cicatrisation et ou la 
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regeneration ds lesions du systeme nerveux. 

Un ncmbre important de facteurs ayant das activites 
f aci Xitant la survie dss cellules nervsuses, la reparation de 
lesions nervsuses centrales ou peripheriques , sins I que les 
5 re innervations musculaires ont deja ete decxits: les facteurs 
polypeptidiques comsie le Facteur de Croissance des Kerfs 
(NSF), ies facteurs des families FGF, les facteurs derives du 
cerveau comma les BDNF, le Ciliary Neurotrophic factor {CNTF) , 
ie Neurotrophic 3 {NT3} etc. 

iC Ces facteurs ont ete utilises dans des experiences de 

reinnervation musculaires, de reparation de coupures de nerfs 
peripheriques , moteurs, dans des modeles de lesions de 
cellules nerveuses centrales cholinergiques, ainsi que dans de 
nombreux autres modeles. A titre de references, les revues 

15 snentionnees ci-apres decrivent une partie de ces travaux: P.M. 
Richardson, Current Opinion in Neurobiology, 1991, It 401-4GS 
; 7. Ebendal , Journal of Neurosciences Research, 1992, 32: 
461-470 ; P.C-. Cordeiro, R. Brooke at al., Plastic and 
Reconstructive Surgery, 1989, 86(3): 1013-1019 ; Q. Yan, J. 

20 Elliott et al. , Nature (Letters to Nature), 1992, 360: 753-755 
; N.A. Seniuk, Journal of Reconstructive Microsurgery, 8 (5): 
399-404 ; F. Kefti, P.P. Michel et al., Advances in Neurology, 
1990, 53: 123-127 ; A.C. Cuello, L. Garofaio et al , , Progress 
in Brain Research, 1590, 84: 301-311 ; A. Takeda, H. Onodera 

25 et al., Brain Research, 1992, 569: 177-180. 

II ressort done de l e analyse de 1'etat de la technique 
que des facteurs de croissance et des poiynseres en association 
avec des facteurs de croissance avaient deja ete utilises dans 
des applications therapeutiques. 

30 Neanmoins, aucun des documents cites ne montre que les 

polymeres presentent des effets en eux-tr.emes, e'est-a-dire 
sans qu'ils soient associes a des facteurs de croissance. 

En outre, I'aetivite d 'associations polymeres -facteurs 
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n'a ate decrite que sur certaines lesions d'un type bien 
precis de tissu, tel que le tissu cutane, 

Du fait ds i 'imp revisibi lite des effsts therapeutiques 
d'ur.e molecule donnee, 11 n'etait pas evident que ces 
5 poiymeres puissent avoir un effet sur d ' autres tissus. 

En effet,. il est bien connu que les di fferents tissus 
du carps humain ou animal presentent des specif i cites tant 
struetureiies que f onctionnelles qui rendsnt impassible toute 
prediction quant a 1' effet d'une molecule, cc-nnue pour son 

iC effet sur le tissu cutane sur un autre tissu. 

De merae, il est bien coimu qu'il est impossible de 
predirs i'activite in vivo d'une molecule sur un tissu 
particulier a partir de resultats obtenus in vitro sur un 
models experimental specif ique, 

15 De maniere surprenante, il a ete trouve, seion 

1' invention, que certains CMDBS de finis comme appartenant a la 
classe des HBGFPP ont un effet tres marque sur la vitesse de 
cicatrisation et de regeneration des lesions das tissus 
nerveux centraux ou peripheriques ainsi que sur la qualite de 

20 cette cicatrisation et/ou regeneration telle que I 'on peut la 
mesurer en i'etudiant par des methodes histologiques et 
physioiogiques . La reinnervation musculaire avec reformation 
d'une jonction fonctionnelle du nexf lese avec son muscle a 
ete observes. 

25 La presents invention a pour objet 1 'utilisation d'au 

mcins un pclymere ou d'un bicpolymere , appeles HBGFFP, 
prctegeant specif iquement les facteurs de croissance des 
families des FGF et TGF beta de la degradation trypsique et 
n'inhibant pas de maniere significative la coagulation, pour 

30 ia fabrication d'un medicament pour le traitement des tissus 
muscuXaires . 

Un tel poiymere presente particulierement une activate 
anti-coagulante inferieure a 50 unites Internationales par mg 
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cie polywere raesuree selon Maillet et al. (Hoi. Immunol, I988 f 
25 , 915-323) . Pref erenti el lement , II n' active 

substantial iement pas Is systems du complement, c ! est-a-dire 
qu'il pessede une activite anti-complement superieure a 0,5 U9 
5 pour Is CH50 (selon Mauzac et al., Bioraaterials, S, 61-63, 
1985} . 

Avantageusement, il potentialise in vitro les FGF. 
Avantageusement, ledit poXymere au biopclymere est an 
polysaccharide qui peut etre compose principal ement de residus 

10 glucose. 

Un tel polysaccharide presenters pref erentiellement un 
poids mcleculaire super ieur a 10 kD et avantageusement proche 
de 40 kD. 

II peut aussi comprendre des residus glucosamine et/ou 

15 d'acide uronique, particulierement sous la forme de aimers 
glucesamine-acide uronique. 

Des polysaccharides particulierement pref eras sont des 
dextranes substitues, des glycosaminoglycan.es eventual lement 
associes a un iipide, un peptide ou un protide ou des sulfates 

20 de ces polymeres. 

La presents invention est en outre relative a une 
composition pharmaceutique contenant da ces polymeres. 

Les polymeres et/ou biopolymeres peuvent etre 
selectionnes a partir de substances naturelles qui peuvent 

25 ensuite etre eventual lement modi flees par additions de 
groupements chimiques appropries ou encore cbtenus entierement 
par synthase » Ces polymeres naturels, semi synthetiques ou 
entierement synthetiques sont ensuite selectionnes sur la base 
de leurs capacites a interagir specif iquement avec plusieurs 

iC facteurs de croissance notamment ceux de la famille des FGF et 
des TGF beta. lis sont egalement selectionnes sur leurs 
capacite a proteger ce ou ces facteurs centre des degradations 
proteolytigues. Ces polymeres sercnt designes sous le sigle 
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generique de HBGFPP (heparin binding growth factor protectors 
and promoters) . 

Deux prototypes de ces polymeres ou bio polysteres sent 
dennes cams exercples «insx que les precedes et criteres da 
5 selection de ces polymeres, 

Le premier exemple de HBGFPP appartient a la famille 
des CMDBS qui sont des produits connus, a savoir des dextr&nes 
Mcspecifiques f cr.cticnnalises , suhstituSs par des residus 
carbcxyjnethyle, benzylamide et benzyl aixine sulfonate. Ces 
10 polymeres iilustrent I'obtenticn de HBGFPP a partir de 
produits nature Is (dextrans) subsequemsnent chimiqueaent 
substitues . 

Le deuxierae exemple decrit la selection de produits 
ccmpletement r.aturels comme ies proteoglycosaminoglycanes 

IS sulfates purifies a partir d'extraits tissulaires. 

Ces deux exemples iilustrent les capacites de ces 
HBGFPP a interagir, a stabiliser, a proteger et a 
potentialiser Ies facteurs de croissances des families FGF et 
TGF beta et leur utilisation dans une composition 

20 pharmaceutique permettant une cicatrisation et une 
regeneration des liaisons nerveuses ainsi qu'une protection et 
cicatrisation des cellules nerveuses. 

On entend , dans la presente deraande, par traitement, 
touts operation curative ou preventive effectuee pour la 

25 prophylaxis, la cicatrisation, la protection ou Is 
regeneration de lesions touchant le systeme nerveux. 

Grace a 1' action des HBGFPP et natamment des CMDBS 
eomme I ' iilustrent les exemples ci-dessous , la reinnervation 
du muscle da type EDL ou Soleus est acceleree. Cette 

30 reinnervation se traduit par la regeneration de la fibre 
nerveuse et la reformation rapide d'une j one t ion synaptique 
fonctionnelle . 

On observe iors des lesions proches du muscle non 
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seulement une augmentation de la croissance axonale xsais 
egalement un controle de cette croissance, Ainsi au niveau du 
bourgecnnement ("sprouting"), cette croissance se produit 
d'une maniere organisee et orientee se traduisant par une 
5 acceleration de la reparation fonctionneile, 

Les praprietes des HBGFPP font de cette f ami lie de 
molecules une classe tout a fait nouvelie et unique de 
medicaments utilisables pour favoriser et ameiiorar les 
lesions du systeme nerveux central ou peripherigue, touchant 

1C di rectemer.t les cellules neuronales et leurs prolongements 
axonaux et dendritiques , les neurones cholinergxques ou 
dopaminergiques ou encore tcuchant les cellules associees aux 
neurones comma les cellules gliales astrocytaires 
oligodendrocytes et cellules de Schwann . Les causes de ces 

IS lesions peuvent etre de toutes origines: trausiatique, 
iatrogene ou chimique, liees a 1 "utilisation de rayonneroents 
ou induites par des interventions chirurgicales , d» origines 
infectieuses bacteriennes, parasitaires, vlrales ou encore 
d'origine auto-immune ou encore, des lesions et deteriorations 

20 induites par des saignements eomme des ruptures de vaisseaux. 
Ces nouveaux medicaments s 'utilisent egalement pcur ie 
traitement de maladies neurodegeneratives comsae les maladies 
de Parkinson ou d' Alzheimer ou d' origines genetiques. Enfin, 
ces medicaments peuvent etre associes avec benefice aux 

25 cellules utilisees dans les therapies de transplantations dans 
ies zones atteintes du cerveau a 1'aide de cellules normaies 
ou modifiers genetiquement . 

Le medicament et la composition pharmaceutique selon 
I ' invention peuvent eontenir une quantite efficace de HBGFPP 

30 par sxemple du CMDBS associe a un ou plusieurs vehicuies 
compatibles et pharmaceutiquement acceptables. Bile peut etre 
egalement associee a des agents pha-maceutiques comma des 
anti-inflairtmatoires et/ou des antibacteriens . 
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Le vehieuls peut etre du serum pnysiologiqus au des 
tampons tels que le PBS eontenant mci 0,15 M ea toute autre 
sorts de solution compatible: et nen irritant© pour 1m tissus 
nsrveux leses. Des formulations permettant d'obtenir des 
5 solutions pateuses ou en gel seion les techniques eourantes 
connues de 1'homme de I'art peuvent etre proposees selon ie 
type et 1 ' access ibi lite de la lesion. 

Avaniageusemeni, una telle composition est congue pour 
etre directemant injectable directement sur le site de ia 

10 lesion a une dose de 2,5 a 2500 mg/mi de KBGFPP comme le CKDBS 
dans les exemples donnes ou camme less biopciysnexes naturals 
HBGFPP tels le snescglycan.es mais la vole intraveineuse ou 
IntraiBUSculaire peut etre preferee dans le cas de 
des innervation de muscle desinnerve. L" injection dans la 

IS moelle epiniere peut etre egalement preferable dans le cas de 
lesions de eelle-cl ou de lesions au niveau des embranchements 
da prolongements de fibres nerveuses qu'elles soient motrices 
et/ ou sensitives, Le volume d' injection est estime en 
function de 1 ' importance du volume de la lesion. Des doses 

20 correspondent a 100 ui sont souvent suffisantes. 

Outre ses qualites de protecteur des facteurs de 
croissance "Heparin Binding", les HBGFPP seiectionnes selon 
les tests decrits ci-desscms presentent une tres faible 
activite anticeagulante, par rapport a cells de 1 'heparin©, 

25 trap faible pour perturber la coagulation dans le cas d'un 
traumatism*. Dans le cas d'une injection par voie 
intraveineuse, la dose injjectee doit etre rapportee au volume 
sanguln de 1'homme ou de 1' animal ainsi traite pour que la 
dose de HBGFPP dans ie sang suit egalement comprise antra 2,5 

30 a 2500 mg /ml. 

A titre d' examples decrits dans les pages suivantes et 
concernan.t la re innervation du muscle squelattique du rat 
adulte de type { Extensor Dlgitorum longus {£SL} ou des 
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muscles lents posturaux (Soleus) , une injection unique de 100 
}il d'une solution de CMDB5 a 50 pig/ml sur ie site de la 
Measure induit une reinnervation complete en 1? jours alors 
que dans ie cas du muscle EDL, catte reinnervation ne 
5 s 'observe qu'en 60 jours sans traitement, Dans Ie cas des 
muscles Soleus, I'effet du CMDBS est encore plus marque 
puisque apres injection de CMDBS,, la reinnervation est totals 
et fonctionnaile en 17 jours alors que ia reinnervation du 
muscle control&teral est defectueuse mesne apres SO jours. Ces 

10 effets sont specifiques des KBGFPP et notasattent de certains 
CMDBS repcndant aux criteres de selection vis-a-vis de ia 
protection des FGFs et des facteurs de croissance de ia 
famille TGF beta contre les degradations prcteolytiques 
induites par 1' action de la trypsins. Cette specif icite peut 

15 s'iilustrer en comparant las effets de reparation des lesions 
des tissus nerveux par les HBGFPP et des produits voisins 
comase 1 'heparins, le dextrane, le dextxane sulfate ou la 
Sucrase (sucrose octyl sulfate). Bi en que ces molecules 
interagissent avec les FGFs et tout au moins an ce qui 

20 concerne 1' heparine avec le TGF beta , ni la sucrase, ni 
1 'heparins, ni Ie dextrane sulfate ne protegent le TGF beta 
contre ia proteolyse induite par 1' action de ia trypsins ainsi 
que le mcntre 1 ' application des tests de criblages et de 
selection des HBGFPP decrits dans les exemples ci-dessous. Ces 

25 produits sont sans effet sur les lesions des tissus nerveux. 
Ainsi, en precedent a un criblage in vitro sur ia base d'une 
protection double des FGFs et des TGFbeta contre 1' action de 
ia proteolyse induite par la trypsine il est possible de 
selectionnex des KBGFPP comme certains CMDBS donnes dans les 

30 exemples . Ces memes criteres de selection appliques a des 
biopolymeres natureis eoaiae ie mesoglycane ou le suiodexids 
ont pertnis de montrer que le mesoglycane qui presents une 
double activite de protection et de stabilisation pour a la 




f ois les FGF et les TGFbeta presents une activite favor is ante 
pour la reparation et la regeneration nerveuses et a ce litre 
fait partie de la famille des KBGFPP alors que le sulodexide 
qui protege les FGFs centre la proteolyse induite par I'actjon 
5 de la trypsine n'a pas d'action protectrice significative 
contre 1 'action de la trypsins sur les TGF beta. 

L' invention sera illustree, sans etre aucunement 
iimitee par les exemples qui suivent, dans lesquels: 
La figure i represente la formula du CHDBS. 

10 La figure 2 illustre la potentialisatian de 1 ! activite 

biologique des FGF I (2a) et FGF2 {2b} par l : heparine f le 
mesoglycane et ie sulodexide. La mesure de 1. 'activite 
biologique est effectuee sur des cellules CCL39 par la mesure 
de 1' augmentation de 1 ' incorporation de thymidine tritiee en 

15 fonction de la dose de FGF1 et de FGF 2 ajoutee seule ou en 
presence de 20 /ug d'heparine , de 10 ^g de mesoglycane ou de 
10 de sulodexide. 

Les figures 3 et 4 iliustrent I'effet protecteur de 
l'heparine, du mesoglycane et du sulodexide contre une 

20 degradation thermique du FGFi( 3} et FGF2(4). Les echantilions 
de FGF sont incubes seals ou en presence de 20 ^g d'heparine , 
de 10 pg de a-.esag lycane ou de 10 ,ug de sulodexide a 2Q*C (a) 
et 37'C (b) pendant 1, 7, 15, 30 jours. La mesure de 
i* activite biologique presentee en abscisse correspond aux 

25 valeurs des unites de stimulation (ED50) de 1 ' incorporation de 
thymidine tritiee dans des cellules CCL39 . 

La figure 5a illustre I'effet protecteur de l'heparine,. 
du mesoglycane et du sulodexide contre une degradation 
proteclytique du i25 I-FGFi. La digestion proteolytique a ete 

30 effectuee a 37 *C et les echantillons cnt ete separes par 
electrophorese sur gel de polyacrylamide a 18 %. Les gels sont 
seches et autoradiographies. La premiere piste eontient le 
125 I-FGF1 seul, dans la deuxierae {piste 2) le i25 I-FGFl est 
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incube en presence de trypsins et d'heparine (pists 3} s de 
mesogiycane (piste 4} ou de sulodexide (piste 5}. 

La figure 5b iilustre l'effet proteeteur de 1 'heparine, 
du mesogiycane et du sulodexide contre une degradation 
5 proteolytiqus du 125 X~FGF2. La disposition des pistes est 
identique a cells presentee pour le 125 X-FG?1 en 5a. 

Les figures £A a 6F representent la ssise en evidence 
des gouttieres synaptiques des plaques matrices (?) pas 
i' Acetyl Choline Esterase ( AChE } . Les axones (A) sont reveles 
10 en brun-noir par 1 ' impregnation argentique sur des coupes 
long! tudin&les de SO nun d ' ep&isseur. 

La figure 6A represents une coupe de muscle EDL normal 
adulte, Les plaques motrices des fibres rapides ont une 
gouttiere synaptique tres developpee et dif ferenciee (en haut 
15 a gauche} (x 150). 

La figure 6B represente une coupe de muscle EDL apres 
60 jours de regeneration sans traitement. Les plaques sont 
bien refcrsnees, elles ont un diametrs analogue a celui du 
temoin homologue mals la surface et la differentiation 
20 synaptique sont plus faibles (x 150). 

La figure SC represente une coupe de muscle EBL apres 
17 jours de regeneration, traite par le CMDBS . Le diametze de 
la plaque est comparable aux precedents mais la surface et la 
dif ferenciation synaptique sont nettement plus elevees. (x 
25 450). 

La figure SB represente une coupe de muscle Soleus 
normal adulte. Le diametre de la plaque est identique a celui 
de 1'EDL reals la di f ferenciation de la gouttiere est moins 
sieve© (x 300) . 

30 La figure 6E represents une coupe de muscle Soleus 

apres SQ jcurs de regeneration, non traite. L ' AChE marque 
1 'emplacement des plaques qui ont un aspect diffus, sans 
gouttiere visible et deplissees, Les axones mateurs ne sont 
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pas visibles. Ces observations sont en faveur d'une ncn 
re innervation. ( x 150), 

La figure 6F represente une coupe de muscle Soleus 
apres 17 jours de regeneration, traite par le CMDBS. La 
5 gouttlere synaptique est bien differenciee et fortessent 
marquee par 1'AChE. Les axones soat visible? au niveau de la 
plaque motrice. (x 300). 

La figure 7 ii.lustre i' evolution du nostra de plaques 
matrices (en ordonnee) par coupe longitudinals de nuiscle SDL 
10 et Soleus au cours de la regeneration post-traumatique (en 
abscissa) . 

La figure 8 il lustre I 'evolution de 1& proportion (en 
ordonnee) de I'isoforme synaptique A12 (18S} de 1'AChE dans 
les muscles SDL et Soleus non traites au cours de la 
15 regeneration (en abscisse) . 

La figure 5 il lustre 1 'activite de la choline acetyl 
transferase (CAT) {en ordonnee) du muscle EDL de rat adults au 
cours de la regeneration (en abscissa). 

La figure 10 illustre 1' activite de la choline acetyl 
20 transferase (en ordonnee) du muscle Scleus de rat aduite au 
cours de la regeneration (en abscisse) . 
EXEMPLE 1 

Preparation et selec ti on d esCMDBS 
a) Prepa rat ion des CMD3S 

2 5 Les CMDBS sont des dextranes substitutes par des 

groupernents carbcxymethyi , benaylamide et benzyl amide 
sulfonate. La methods de synthese des CMDBS peut etre celle 
decrite par M.MAUZAC et J. JOSEFGNVICZ dans Bio-iateriais 
1984,5,301-304, Seion ce procede, ie carboxyliaethyle dextrane 

30 (CMD) est prepare a partir de dextrane par substitution de 
quelques unites giycosylees avec des groupes carboxyliques sur 
ie earbone en position 5 cu 6 . Dans une deuxieme etape, la 
benzylaraide est couplee aux groupes carboxyliques pour former 
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Is carboxymethyl-benzylamide dextrane (ou CK3D) . Safin 
quelques ncyaux aromatiques du benzylamide sont sulfones pour 
about ir au carboxymethyle dextrane benzyl amide sulfonate cu 
CMDBS , 

5 Les sels de sodium de ces derives sent ultraf litres , 

lyophilises et dissous dans le tampon approprie avant 
utilisation. 

La formule generale des CMDBS est iilustree sur la 
figuxs 1 . 

10 Les CMDBS possedent une distribution, statistique des 

diiferents substituants , Les pourcentagas pour chaque type de 
CMDBS sont determines par les methodes classigues. 
b) Select ion des CMDBS 

i : ?es ts de protectio n et de stab ilisation des FGFs 

15 Lcrs de la synthese des CMDBS il est possible de 

contraler ie taux de substitution de chacun des groupements 
par modification des conditions de la reaction de 
substitution. Le controle des parametres ccasne la temperature, 
le temps de reaction, les concentrations relatives des 

20 constituents et le nombre de reaction de substitution etc... 
permattent d'obtenir un tres grand nombre de polymeres 
substitues, La substitution des hydroxyies par le 
carboxymethyle sur les carbones en positions 5 et 6 permet 
d'obtenir des taux de carboxyraethyiation allant de 0 a 200% 

2 5 ( 100% pour chacun des carbones en position 3 et S). Le 
grcupement carboxymethyle peut etre a son tour partial lament 
cu totalexr.ent utilise pour la fixation de ia benaylamide. Les 
groupes benzylamides peuvent etre parti ellement ou totalement 
utilises pour la sulfonation. Les dextranes substitues 

30 f onctionnaiisas utilises selon I'invention sont parmi ceux 
specialement decrits dans le brevet francais n" 2 ,461.724. 
Outre ia capaeite a stabiliser et proteger les facteurs de 
croiss&nce de ia famille FGF cemme decrit dans la publication 
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de Tardieu et coil J. Cell .Physio . 1992 150 p 134 a 203 j et 
dans la brevet Franeais N*2.461.?24; le CHDBS selections*© doit 
pcuvoir interagir avec au mo ins un meagre de la £ ami lie des 
facteurs da croissance de la fajaille TGF beta selon une 
methode d* evaluation decrite ci-dessous et proteger les 
TGFbeta centre une proteolyse, 

i i • E valuation des c apacite s d ' i nteractions antra CMDBS 
et facteurs de croissan ce de la famille TGF beta. 

Mir. de mesurer la capacite de certains CMDBS a 
interagir avec les membres de la f ami lie TGF beta et da par 
cette interaction proteger les TGF beta,, un test de criblage a 
ete etabli. Ce test consiste a mesurer la capacite du CMBBS 
select-ionne a permettre au TGF beta de garder son activite 
biologique malgre un traitement proteasique. 

Dans 1 ' exempie ci-dessous le CMDBS utilise est le lot 
26-2 defini par un taux de substitution de 110% de motifs 
carboxymethyles, 3,6% de motifs benzylajaides et 36,5% de 
motifs sulfonates et possede une activite anti-coagul&nie de 4 
Ui/mg (Unites Internationales). L'activite anti -complement de 
ce lot est de 1,1 ptq de CH50; elie est snesuree selon Mauzac et 
ai. (precedemment cites). 

L'heparine utilisee comme temoin provient des 
etabiissements Sanofi . (Institut Chcay} et present© une 
activite anticoagulanfce de 175 Ui/mg 

Le TFG beta 1 est prepare a partir de plaquettes 
sanguines huroaines selon le protocole deer it dans de 
nombreuses publications et couramment utilises par i'homme de 
1'art f par exempie dans la publication Growth Factors and 
their Receptors 1992 , vol 1 pages 419-472 par A. Roberts et 
M.Sporn edits par A. Roberts et M.Sporn et publiee par 
Springer Verlag Berlin. Le test d'activite biologique du TGF 
beta utilise dans cet exempie est eelui de 1' inhibition de 
croissance des cellules CCLS4 (provenant de 1' American Tissue 
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Culture Collection). Cette inhibition est assures par la 
capacite du TGF beta a inhiber 1 ' incorporation de Thymidine 
tritiee d'une maniere dose dependants dans ces cellules CCL64 
stimulees par le facteur de croissance FGF ou par du serum de 
5 veau foetal selcn le protocols decrit par Van Zolen dans 
Progress in Growth Factor Research, 1390 ,2 p!31 a 152. 

Le TGF beta est utilise a deux doses, 1'une 
correspoxidant a la capacite d* inhibition de 50% de 
1' incorporation de Thymidine tritiee (definie comme 1* unite 

10 d' activate inhibitrice) 1 'autre, correspondent a la capacite 
d ' inhibition de 100%. Dans cet example les valeurs obtenues 
sent de 250 pg de TGF beta pour obtenir .1 ' unite d'activite 
d* inhibition sur les cellules CCL64 cultivees dans 1 ml de 
milieu de culture. Le 100% d' inhibition est obtenu avec ing de 

15 TGF beta. dans 1 ml de milieu de culture. 

Un echantillon de 50ng de TGF beta dsns du tampon 
phosphate salin contenant 0.1% de serum albumins bovine 
(provenant da la Societe SIGMA a Saint Louis USA) est incube 
seul, ou assccie soit a 5000 pg de CMDBS „ soit a SOOOpg 

2G d'heparine, avec ou sans 500 pg de trypsins. Le volume final 
de la solution incubse est a juste a 1 ml et 1 ! incubation est 
effectuee a 37 "C durant un temps variable (10 minutes dans 
1 'example decrit ( tableau 1). 

Oes echantillons d'un volume de 20 pi de chacune des 

25 reactions &' incubaticn sont preleves et ajoutes aux cellules 
CCL64 cultivees dans des plateaux de 24 puits contenant chacun 
un millilitre de milieu de culture selon le protocole decrit 
par E.Zohien mentionne ci dessus. Dans ces conditions ia 
concentration finale de TGF beta par puits est de Ing/ml. Le 

30 tableau 1 resume les resultats obtenus dans diverses 
conditions et montre I'effet protecteur du CMDBS. Ainsi apres 
10 ran d' incubation a 37 *C, 75% de i'activite biologique du TGF 
beta est encore presente, alors que 1' heparins qui pourtant 
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psut se fixer au TGF b (Mac Caf frey et al., J, of Cell 
Physiology, 19S2 , vol, 52, 430-440) ne protege pas le TGF 
beta centre cetts degradation proteolytique (il rests nsoins de 
20% d'activite biologique) . XI est a rappeler que dans le cas 
S cies FGFs I 'heparins assure une protection centre la prcteoiyse 
induite par la trypsine. (Tardieu et al., Journal of Cellular 
Physiology, 1992, 150: 194-203}. 

II a ete verifie que le CMDBS n'avait pas de pouvoir 
inhibiteur sur i'activite de la trypsine (tableau 2). Ainsi, 

10 10 pg de trypsins ont ete incubes soit avec un substrat (S.87 
fourni par la scciete Serbia, Paris et utilise selon les 
reconssandations de ce fournisseur) ou soit avec ce substrat et 
un inhibiteur de la trypsine tel celui provenant du sola 
{comme le Soyabean trypsin inhibitor ou STI de chess Sigma) ces 

15 incubations etant faites en V absence ou en presence de 
quantites variables de CMOBS {lot AM26) . X.'actlvite 
enaymatique de la trypsine a ete mesuree par absorption 
spectrophotcmetrique du produit de transformation du S 87 en 
fonction du temps d' incubation. 

20 EXEHPLE 2 ; 

Selection d'autres HBGFPP 

Deux preparations commercial es de proteoglycosamino- 
giycanne ez glyccsaminoglycannes ont ete seiectionnees selon 
leurs capacites a interagir avec les facteurs de crolssance de 
25 la famine du FGF ainsi qu * avec ceux de la f ami lie du TGF 
beta. 

Le .Mesoglycane et le Suiodexide ont ete foumis par la 
Saciete Sigma Chemical Co , Saint Louis MO USA precedexnment 
cites . 

30 Les cellules utilisees dans cet exemple sont les 

cellules CCL39 qui proviennent de 1' American Tissue Culture 
Collection, Les conditions de culture et de tests de mesure 
d'activite biologique des FGFs sont les menses que celies 
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decrites dans ia publication Tardiea et coil J. Cell , Physiol . 
1SS2. Leurs propriefces soitt resumees dans is tableau 3. I,es 
facteurs de croissanee FGF utilises sont les formes 
recombinant's FGFI et FGF 2. 
5 a) Sffet du Msoglvcane et Sulodexida aur 1'aclivite 
bloloql que des FGFs in vitro . 

Dans ces experiences la FGFI ou 2 est utilise a une 
dose correspondent a la dose efficace f notes SD50) pour 
induire une stimulation de I'activite biciogique de 50% de la 

10 dosa ixiduissnt ia stimulation maxima le .L 4 aciivite biologique 
est mesaree par la capacite d 1 induire une augmentation de 
1 ' incorporation de thymidine tritiee dans les cellules selon 
l©s protocoles largement decr.its dans de nombreuses 
publications dont celle de Tardieu et coll mentionnee 

15 precedemment at egaiement dans le brevet frangais H" 2 U4 SSSU 
Dans cat exemple I'EDSO est de 5 ng/ml pour le FGFI et de 3 
nq/ml pour le FGF 2, valeurs mesurees experimenfc&lesaenfc 
(Figs. 2 a et 2b), La mime experience de stimulation en fonetion 
de ia dose de FGF est effectuee en presence de 10 pg/asl de 

20 Mesoglycane ou de Sulodexide ou 20 j/g/ml d 5 Heparin*? , h& 
figure 2 jnontre que dans ces conditions 1 $ ED50 devient 0,4 
ng/mi et G.2 ng/ral respectivement pour les FGFi et F6F2: en 
presence de ces doses de mesoglyesne ou d'Hepsrine. Outre 
cette capacite a potentialiser I'activite bioiogique des FGFs 

25 les HBGFPP protegent les FGFs centre les degradations 
thermigues ainsi que contre i ' inactivation induite par 
1' action protaolytique de la trypsin© . (Figs . 3 a 5} . De la 
msme maniere ces HBGFPP protegent FGFi et 2 centre une 
inactivation induite par I'activite proteolytique de ia 

30 trypsin* (Figs. 5a et 5b). 

h ) £ f f ets , pro teeteurs des roesoolycanes t $ulod&^dm«^M 

dextrar.e, du cextrane sulfat e et de la su c rase vis-a-vis des 
TGF beta. 
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Plusieurs autres composes ont ate evalues; le dextrane 
sulfate (Sigma Chemical, de poids moleculaire 40,000, Xe 
dextrane ay ant servi a la synthase du CMDBS fegalement de chez 
Sigma) de ia sucrase ou sucrose octasulfate { f ournie par D. 
5 Bar Shalom, Societe 3ukh Medic, Danemark, Certains de ces 
composes cnt ete ehoisis car ils protegent et st&bilisent les 
FGF. Ainsi, ia sucrase (se conferer au brevet US K" 520 2311} 
ou la dextrane sulfate {se conferer au brevet japonais n* 1 
38907/88} . Le dextrane est celui qui a servi a la synthase du 
10 CMDBS AM25. 

L' experience de protection de l c activate biologique des 
TGPbeta a ete realisee de la taeme maniere qu'avec Iss CMDBS 
ainsi que decrit. dans 1'exewple 1 ii : Le melange d'incubation 
ccntient 50 ng de TGF beta ( dans 0,1 % d* albumin* serique de 
15 bovin) et de la trypsins (500 jig). Le mescgiycane ou la 
sulodexide au le dextrane sulfate ou le dextrane ou la sucrase 
sent utilises a la dose de 5000 fig. 

L'activite biologique du TGFbeta est assures corame 
decrit ci-dessus apres une dilution de 50 fois et en utilisant 
20 des cellules CCL64 , 

Les resultats sont presenter dans le tableau 4. 

Ces resultats illustrent qu'a V exception de certains 
CMDBS capabies de rependre aux deux criteres de selection vis- 
a-vis des FC-F et TGFbeta seal, parai les autres composes 
25 testes, ie mescgiycane presente une activite protectrice 
significative pour les TGFbeta. 

Example 3 ; Effet du CMDBS sur la reinnervation du muscle 
sc uelettiqu e du r at adulte a u c ours d e la regeneration post- 
trau matigue. 
30 INTRODUCTION: 

Des travaux anterieurs ( Schults t. Anat. Sec, 1984, 
2CS, S01-SC5 ; fiassaglia Y» These de l'universite Paris-XIX, 
Creteil , 1591 } ont montre que les muscles Lents posturaux en 
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regeneration ( type Soleus } presentaient un defaut de 
rainnervation motrice en relation avec des alterations des 
lames basales musculaires. Ces lames basales jouent le role 
d'un interface fonctionnel aa niveau de la synapse . Les axones 
5 Kiotsurs de ces muscles ne paxviennent pas a retrouver leurs 
anciennes cibles et ies fibres musculaires non reinnervees 
subissent une degenescence fibrotique deux mcis apres ia 
lesion. 

Ce phenomena involutif post-txaumatique ne se produit 

10 pas dans les muscles phasiques rapides du type de 1* Extensor 
digitorum Ic-ngus { EDL ) dont les fibres recuperent leur 
fonctionnalite au bout de deux mois. 

Un analogue de synthese des heparanes matriciels, la 
CMDBS ( carboxymethyldextrane benzylamide sulfonate } s'est 

15 reveie particuiierement efficaes pour accroitre la vitesse et 
le degre de regeneration des deux types de muscles et tout 
particuiierement le soieaire. Le CMBBS a ete experiment^ sur 
la reformation des plaques motrices de muscles en 
regeneration, traites ou non par le CMDBS , dans un interval le 

20 de temps de 1 a 60 jours. 

L * etude histologique de ia reinnervation a ate 
effectuee en revel ant cytochimiquement 1 'acetylcholinesterase 
( AChE ), { Gautron J. Histochem. , 1982, 76,469-478 } des 
plaques matrices combinee a une methode d * impregation 

25 argentique des axones ( Hopkins W.G., J. Physiol. 1981, 320, 
5-5 • dans des coupes de muscles. 

Farmi les principales isoformes de I'&ChE { 4 S f 1QS et 
16S } , la forme asymetrique dodecaaerique 16S est concentres a 
la synapse neuro-museulaire, chez le rat, Elle se lie par 

30 interaction ionique a la basale par i * interatediairs d'une 
triple heiice de coliagene { Vigny M. , Koenig J. and Kieger P. 
J. Neurochens., 1376, 27, 1347-1353; Blondet B et Gautron J. 
Biol. Cell., 1980, 38, 203-210; Blondet B., Eieger F . , Gautron 
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J. and Fin ton-Raymond M. Dev. Biol. 1986, 117, 13-23 }. Cette 
isoforme eonstitue an temoin biechimique sensible de 
modifications raoleculaires tres fines des lames basalas 
synaptiques . 

5 Le degre de reinnervation des muscles regenexes a eta 

raesure en dcsant la choline acetyl transferase. Cette enzyme 
de synthase du mediateur chissique dans les boutons terrainaux 
ccnstifcue un marqueur specifique de la croissance axonale a 
1 ' interieur du muscle. L' elevation de son activite accompagne 

10 nctasranent ie bourgeonnement des axones. 
.MATER IEL ST METKGDES 
1- Les ion des muscles sauelettigues: 

45 rats wistar males de deux mois et demi repartis en 
deux lots trait.es parallelement pour les etudes histologiques 

15 sur coupes ou biochitniquss apres hcmogeneisation ont ete 
utilises. 

Les rats ont ete anesthesies par 1' ether. Les muscles 
EDL et Soleus ont ete leses par ecrasement a I'aide d'une 
pince de Pean dont la pression a ete maiatenue 10 secondes 

20 environ pour leser les fibres au milieu du muscle, Les nerfs 
moteurs ont ete prealablement sectionnes, a 1 1 entree du 
muscle, a fin d'eviter une lesion irreproductible des axones 
lors de 1' ecrasement du muscle. 100 ptl de CMDBS a 50 fig / ml, 
rechauffe a 37 'c, ont ete iniectes en 20 secondes dans le 

25 muscle a I'aide d'une microseringue Hamilton munie d'une 
aiguille de 50mm de long et 0,3 mm de diametre Les muscles 
contrclateraux non leses ont ete utilises comme temoins af in 
d'annuler les variation individuelles . 

Le revel i des rats apres anesthesie se fait en 10 sin. 

30 lis recuperent une activite motrice en 30 mn. Les rats operes 
ont ete mis dans des cages individuelles de S dm2 et nourris a 
volonte . 

2 - Cvtochimie des AChE 
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L* enzyme a ete revelee par la methods de J. Gautron 
(Hopkins W.G., J- Physiol. , 1981, 320, 5~S) . Les muscles 
fixes par le formaldehyde a 4% ont ete coupes 
longitudinalement & 80 mm d'epaisseur a i'aide d'un microtome 
5 a congelation. Apres rincage, ies coupes ont ete incubees 
pendant 3Cmn dans le milieu de revelation contenant 50ml 
d'acetyl-sulfure {Aldrich ref. :A2,220-3 ) t 1ml de Pb(N03) a 3% 
dans I'eau, 50 mg d'acetylthicchcline foromure (Aldrich 
ref. 85, 533-2 ) dans iOCml de tampon tris-male&te-NaOH Q,2M, pK 
10 5,8, 

3- Impregnation arqent ique de s axones 

Apres revelation de I'AChE, ies coupes long! tudinales 
sor.t deshydratees par I'ethanol 100% puis rehydratees dans 
I'eau distiilee et incubees pendant 30mn dans la solution 

15 argentique contenant 0,31g d'acide fcorique, 19mg de borax, 
2,5§ d'AgN03 pour 250ml d'eau. La coloration est developpee 
pendant lOmn dans une solution de 5g de sulfite de sodium, Ig 
d ' hydroquinone, 0,76g de borax pour 100ml d'eau. Apres ringage 
a I'eau, les coupes sent deshydratees par I'ethanol, 

20 eciaircies par le xylene et raontees entre lame et lamelle dans 
le Baume de Canada. 

Le nombre de plagues motrices a ete estime par comptage 
dans cheque coupe iongitudinale de muscle. 

4- Separation des isof ormes de 1 ' acetylch oline ster ase 

25 Une deuxieme serie de muscles teraoins et en 

regeneration a ete broyee a 300 RPM dans un homogeneisaur de 
Potter verre/verre contenant 0,5ml de solution d' extraction: 
1% de Triton X100, 1M Nacl, IttM EGTA et iOmM tampon tris/Kcl 
pH 7, Les homogenats sont centrifuges pendant 20ran a 30.000g 

30 et 100ml du surnageant est depose sur chague gradient de 
densite. 

La separation des isoformes est effectuee sur gradient 
continu et lineaire de sucrose 5 a 20% contenant les memes 
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concentrations da Triton, NaCi, EGTA et tampon que 
1'hORsogenat. Apres 17h tie centrif ugation a 38,000 RFM dans un 
rotor Kontron TST 41, 14, chaque gradient a ete reparti an 46 
fractions de 0,3ml environ. Chaque fraction a ete additions©® 
5 da 1,5*1 de reactif d'Ellman; I'actavite AChE a ete aesuree a 
412nsi, spres 4h d' incubation. 

La proportion de Xa forme asymetrique XSS a ate saesuree 
en % de 1'activite totals de -chaque gradient, 
5- Dosage d e ia Choline acet yl transfer ase ( CAT 1 , 

10 Les muscles ont ete homageneises dans du tampon 

tris/HCl 0,1M pH 7,6, cohtenant 2mM d'EOTA, Les homogenats 
ont ete centrifuges a 13-OOGg pendant & mn, L'activite de la 
CAT a ete mesuree dans les surnageants par la methode de Rand 
et Jonhson ( Rand J.B. and Johnson C.J3, teal. Biochens, ? 1381, 

15 116 , 3,S 1-371 ).. 

L 1 incubation se fait en presence de choline iritiee 
{1,3 mCi ), de 5 mM d' acetyl CoA et de 200 MM de brosaure de 
neostigmine dans un tampon tricine/NaOH 0,1M pH 8. La choline 
non acetylee est ensuite phosphorylee par la choline Mn&se 

20 (5 v ) en presence de 0,1M. d'ATP, Q,2M. MgC12 pour 1,25 58X de 
tampon tris 0,1M. pH 8,1. L* acetyl- 3H choline synthetisee est 
isiesuree dans un liquide scintillant pour phase ©rganiqua 
dontenant 3mg/ml de tetraphenyl borate 
RSSULTATS 

25 1- Etude Ms,tqIogiqae.M...c^^chiwiflHe 

Les fibres rapides ( SOL ) possedent une gouttiire 
synaptique plus developpee que celle das fibres lentes { figs. 
6 A et SD } ; les pi is sous-neuraux scat egalament plus 
developpes , 

30 Les muscles aduXtes leses et non traites par le CMBSS 

regenerent completement en 60 jours environs | fig. SB }, Les 
plaques mo trices, avec differenciation de la gauttiere 
synaptiqae, sent him visihles et a ont innervees par les 
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axones. On remarque cependant, qu'apres 60 jours de 
regeneration, la surface de la gouttiere est plus reduite que 
eeile des temoins controlateraux non lases (Figs. Bh et 6S ) « 
h< injection d'une dose unique de CMDBS { 100 pi & 
5 5Q^g/ml } , au moment de la lesion, augments netteaent la 
surface synaptique. Apres 1? jours, les muscles SDL tr&ites 
montrent une gouttiere tres dif ferenciee et innervee dont la 
surface est superieure { environ 150% ) a celie des temoins 
non leses { figs. 6A et SC ) . 

10 Les fibres lentes ( 85% dans le soleus } out des 

plaques matrices de diametre comparable a celies de I'EDL mais 
avec une surface synaptique plus reduite { fig. SB } et les 
terminaisons nerveuses y sont moins nofsbreuses . 

En 1 ! absence de traitement par le CMBBS t Is Soleus 

15 regenere tres incompletement . Apres 60 jours { fig. SS }, les 
plaques ont un aspect diffus, non differencie, probablement 
du a une reinnervation incomplete ou absent© r 1 ! impregnation 
argentique ne snontre pas clairement la pxesencm d ' axones . On 
observe par centre de nombreux bourgeonnements anarchiques des 

20 axones a i'interieur du muscle. 

Le traitement par le CMDBS ameiiore censiderablement la 
reformation des plaques motrices { fig. 6F ) qui presenters 
des gouttieres differencials et comparables a celies des 
temoins. Les axones raoteurs sont egalement visiblss a 

25 prcximite et au niveau des plaques. 

Ces observations ont ete quantifiees en comptant les 
plaques par coupe longitudinale de muscle ( fig. 7 }.Les deux 
muscles montrent une evolution tres differente: dans X'EDL,. 
80% des plaques disparaissent au bout de 3 jours de 

30 regeneration, puis leur nombre augments regulierement de 1 a 
45 jours pour atteindre 90% du temoin. Dans le Soleus, la 
diminution initials est moins importante, 1 'augmentation est 
ensuite plus rapide mais, au contraire da I'EDL, ce nombre 
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diminue apres 13 jours et se stabilise a 60% du temoin. Cette 
augmentation transitoire des plaques entre 7 et 13 jours peat 
etre due a la formation de synapses teraporaires ( synapses 
ectopiques } , les agones ne reoceupant pas leur snciejul© 
5 gouttiere au niveau des basales synaptiques . 
2- Etude bjochlMique 

l-.l.-.Jusc les .re gen eres et non trait e s. 

Las observation precedentes, aistsi que calles issues de 

1 1 imsnunccytochiiiue de la laminine et de I'aciivite 
10 protaolytique , laissent penser que, dans le cas soleus, 

les structures matricielles pourraient etre partial lament 

alterees, notarranerst ceiles des basales synaptiques par suite 

d' alterations proteasiques lors de la myolyse initial®. 

L s acetylcholinesterase 1SS (dodecamere asymetrique M2 ) est 
IS foealisee chez le rat au niveau des lames basales synaptiques 

( Vigny et al. preeedeaaaent cites ) at ccnstitue un marfueur 

trass sensible de 1 'evolution de ees structures. 

Au cours de la regeneration, les deux muscles 

presentent des evolutions differentes de la proportion de 
2Q cette isoforme (fig. 8 }. Dans I'EDL, apres une chute initiale 

de 851 elle augaiente reguliereraent pour atteindre 30% du 

temoin non lese apres 28 jours de regeneration. 

Dans le soleus, la chute initiale est plus important* 

(SS% }, elle remonte r&pidement jusqu'au 13eme jour ma is elle 
25 decrolt ensuite fortement pour atteindre 20% settlement apres 

28 jours. 

Ces deux resultats confirsnent les observations 
histologiques de I 'evolution d« norabre de plaques { fig, 7 ). 
2™2~ Muscles regenere s apres trai temgnt par le CMDBS. 
30 La croissance axonale a I'interieur du smscle et la 

reinnervation ont ete sulvies par la mesure de 1'activite de 
la choline acetyl-transferase £ CAT) f figs. 9 et 10 )» 

En comparant i'aciivite CAT dans les deux muscles apres 
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7 jours de regeneration, on observe que le CMDBS diminue 
celle-ci par rapport au muscle homologue non traits . Cmt effet 
est particulierement marque dans le cas du solsus. A ce stade 
on observe frequemment tin bourgeonnement axonal dans Iss 
coupes histologiques. A 13 jours les vaieurs de Cat dans less 
SDL traitss ou nan sont comparables mais a IS jours , 
i* activate Cat est 2 fois plus elevee dans i'EDt traite. Ceci 
peut itre rapproche des observations histologiques qui 
nsontraient una augmentation da la surface synaptique apres 
traiteraent . 

Dans le cas du soleus, 1 'evolution apres 13 jours est 
different*: le muscle traits ne subit pas la chute secendaire 
d'activite qui se produit en I'absence de CMBBS { fig. 10 }.. 

En conclusion, 1' ensemble coherent des resultats 
histologiques et biochimiques- met en evidence que le CM&BS 
agit tres efficacement sur la regeneration axonale et 
synaptique da muscle strie, Cet effet, particulierement 
important dans le muscle lent postural, est obtenu apres tme 
injection unique aussitot apres la lesion. Cette wique 
traiteaent suffit pour influence* toute la regeneration 
ulterieure. 
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TABLEAU 3 ,:. 






activite ar.ticcaqulante et . comcosition 




du Me-s L\ . . et du Snl o 


dexide 


(informations du fournisseur 




Suiodaxide 


Mesoglycana 


Origins 


duodenum 


aorte 


de pore 




I Activite 


50-70 lU/mg 


< 50 id /tag 


anticoseulanta 






: compos it. ior. 












; Dern-atane 




25 - SO % 


j sulfate 


20 - 35 % 


| Chondrci-cine 


2-7% 


3-15% 



Heparar.e sulfate 
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TABLEAU 4 

Protectio n du TGPh eta par divsrs polym er ss 



TCFtaa 

TCP be! a + trypsinc 
TGF beta + mcsogK-canc 
TGF hew * mcso«!yci>fte* Jrypsi 
TGFbciu* sulodcxinc 
FFG bcia + suiodesinc tfiyptine 
TGF beta ~ Dcxfranc 
TGFbesa * Dc.Ntrsne+ trypsins 
TGF beta+ Dcxirone Sulfate 
TGF beta r Dexsronc SulfMe+trypsipc 0 
TGF beta +.Sucrasc 
TCF beta * Sucrose* ?ryj>si.ne 
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REVENDICATIONS 

1. utilisation d'au moins un poiymere ou un 
biopolymere, appeies HBGFPP, protegeant specif iquetnent les 
factors de croissance des families des FGF et TGF beta de la 

5 degradation trypsique et n'inhibant pas de maniere 
significative la coagulation, pour ia fabrication d'un 
medicament pour ie traitement des lesions du systems nsrveux. 

2. Utilisation selon la revendication l ? caracterlsee 
en ce que ie poiymere ou biopoiymere presente une activite 

10 anti-coagulants inferieure a 50 u.i. par sig de poiymere. 

3. Utilisation seion l'une des revendications .1 et 2 , 
caracterlsee en ce que ledit poiymere n ! active 
substantieliement pas la systeme du complement . 

4. utilisation selon l'une des revendications 1 a 3, 
15 caracterlsee en ce que ledit poiymere potentialise in vitro 

les FGF. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 & 4 # 
caracterlsee en ce que ledit poiymere ou biopoiymere est un 
polysaccharide » 

20 5. Utilisation selon la revendication 5 , caracterlsee 

en ce que ledit polysaccharide est principal assent compose de 
residus glucose. 

7. Utilisation seion la revendication 5, caracterlsee 
en ce que ie polysaccharide comprend des residus glucosamine 

25 et/ou d'acide uronique. 

8. Utilisation selon la revendication 7, caracterlsee 
en ce que le polysaccharide comprend des dimeres glucosassine- 
acide uronique. 

9. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 5, 
30 caracterlsee en ce que ledit polysaccharide est un dextrarse 

substitue. 

10. Utilisation selon la revendication 9,. caracterlsee 
en ce que ledit polysaccharide est un CMD3S. 
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Ul, Utilisation selcm 1'une das revindications 5 a 7, 
caracterisae en ce que ledit polysaccharide est m 
glyeosaminoglycana eventuel lament associe a un lipide, *m 
peptide ou an protide, on un sulfate d'un de ces eojsposes. 

12. Composition pharrrsaceutiqtie pour le traitessent das 
lesions du systeme nerveux eontenant au moins un polymers tel 
que defini dans l'une des revendications 1 all en association 
avec au mo ins un excipient pharmacologlguejaerit acceptable. 
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FIG. I 
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& FGF plus sulodexide 
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TIG. 3 A 



FIG. 3 B 



FGFi 

FGF-| plus heparin e 
FGF-j plus mesoglycane 
FGF-j plus sulodexide 



4/9 



2718025 




5/9 



2718825 



FIG- 5 A 



FIG, 5 B 
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FIG . 10 
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